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 博士の学位論文審査結果の要旨 
 
 
Long-term ex vivo maintenance of testis tissues producing fertile sperm in a 
microfluidic device 
 
 
  マイクロ流体システムにより生体内環境を再現した精巣組織培養法の開発 
 
 
学位審査は大保 和之教授（主査）と前田 愼教授（副査）による審査会と、
谷口 英樹教授（副査）による審査会の 2 回に分けて、平成 28 年 3 月 24 日と
3 月 30 日に行われた． 
各回ともに上記論文の概要を説明し、続いて各審査員から以下の質問がなさ
れた． 
 
まず副査の前田教授の質問に対し、以下の回答がなされた． 
 
1．アガロースでは精巣が凝集し丸くなるが、多孔膜型デバイスでは精細管 1
本ずつ平らに並んでいます．精子形成に与える影響はどうでしょうか？ 
アガロースゲルで精細管 1 本の厚みで培養しても、精子形成効率は改善しま
せんでした． 
 
2．GFP Grade で精子形成効率を評価していますが、生体内での精子形成は
Grade で評価するとどうなりますか？ 
生体は培養 4～6 週目で GFP Grade5 に達したあと、マウスでは生涯維持され
ると考えられます． 
 
3．精細管以外に間質成分は含まれているのでしょうか？ 
ライディッヒ細胞、毛細血管などの間質成分が含まれています． 
 
4．生殖細胞だけで継代培養することは可能ですか？ 
今回は行っていませんが、生殖幹細胞自体を継代培養することは可能です． 
 
5．精子の成熟には周囲の間質が必須なのか？ 
生殖細胞の分化・成熟にはセルトリ細胞や間質細胞が関与しており必須と思
われます． 
 6．凍結保存して再度培養した場合に精子形成は進展するのか？ 
新生仔マウス精巣を長期間凍結保存した後にアガロースゲル上で培養するこ
とで精子を産生することができます．培養後の精巣での検討はこれまで行わ
れていません． 
 
7．精子幹細胞は維持されているのでしょうか？ 
6 ヶ月にわたって均一な精子形成を認めており、幹細胞を維持していると考え
られます． 
 
8．臨床応用を念頭に置くと成獣マウスの精巣の一部を摘出して培養する手法
が考えられますが行っていますか？ 
アガロースゲルで精子形成に成功していますが、効率が悪く今後改善すべき
課題です．  
 
9．培養精巣から得られた精子の質、つまり催奇形性はどうでしょうか？ 
生体由来の半数体細胞を用いた過去の顕微授精のデータと比較して受精率、
着床率、出生率などに差を認めませんでした．また産仔は正常に発育し、孫
世代も得られています． 
 
10．マウス以外の動物でも精子形成に成功していますか？ 
現時点では成功しておらず、他の動物種での条件を検討中です． 
 
続いて主査の大保教授の質問に対し、以下の回答がなされた． 
 
1．過去のデータではなく成熟したアクロシントランスジェニックマウスで実
際に顕微授精を行い精巣組織培養の結果と比較すべきです． 
今後の検討で活かしたいと思います． 
 
2．In vitro の定義によってかわってはくるが、細胞培養や細胞からの組織構
築ではなく組織培養なので、in vitro 精子形成と言うよりは ex vivo という
表現がふさわしいのではないか？ 
Ex vivo という表現がふさわしいです． 
 
3．長期培養後の伸長精子細胞が不鮮明で正常な構造ではない印象を受けま
す．顕微授精の成績が in vivo と同等だとしても、実は in vitro の半数体は
分化成熟が不良な奇形が多いにもかかわらず顕微授精の段階で良質な半数体
が選ばれているだけ、という可能性があるのではないでしょうか？ 
精子の奇形や成熟不良を疑わせる所見が in vivo と比べて多く認められてお
り、in vivo と比べて精子形成の質が劣るものと考えられます． 
 
4．免疫染色をみる限り精細管内の生殖細胞の層構造が生体と比べて薄い気が
しますが、多孔膜型デバイスでの精子形成の Stageは生体と同様でしょうか？ 
生体のような明瞭な Stage を認めません． 
 
5．この培養系で治療対象となる不妊症はどのようなものでしょうか？ 
不妊男性のうち生殖細胞が残存するものの減数分裂を認めない方や、減数分
裂で分化成熟が止まってしまう方が対象として想定されます．特に精子形成
を進展因子の欠損が原因であれば、培養液に欠損因子を添加することで精子
形成を進展させられると考えられます． 
 
6．男性不妊のメカニズムの解明はすすんでいるのでしょうか？ 
現状では十分な解明はすすんでいません． 
 
副査の谷口教授の質問に対し、以下の回答がなされた． 
 
1．どのようにして精巣を精細管 1 本の厚みに配列しているのでしょうか？ 
白膜を剥がして組織導入孔から注入することで自然に 1本の厚みになります． 
 
2．精細管を 1 本に配列し拡散を最適化しただけで精子形成が改善したのでは
ないでしょうか？流束の影響はあるのでしょうか？ 
培養液の流れがある閾値以下になると精子形成を認めず、流束が精子形成の
改善において大きな役割を果たしていると考えられます． 
 
3．流速はどのように制御しているのでしょうか？ 
シリンジポンプで吸引することにより流速を制御しています． 
 
4．酸素濃度や温度は検討していますか？ 
以前に検討したアガロースでの最適な培養条件を参考にしており、特に新規
で検討はしていません． 
 
5．6 ヵ月間培養した理由はあるのでしょうか？ 
ヒトでの精子形成が長期間を要するため、将来ヒトへの応用を念頭に置き長
期培養を行いました． 
 
6．ヒトでは in vitro 精子形成に成功しているのでしょうか？ 
未だ成功した報告はありません． 
 
上記、審査発表、質疑応答の結果、審査委員一致の結論として、本論文は、
横浜市立大学医学博士号（甲号）を能うに必要十分な研究成果を示したもの
と判断された。 
 
